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Resumo
O a´cido okadaico ato´pase entre as toxinas marin˜as ma´is abundantes en Galicia, tendo a
capacidade de producir periodicamente a s´ındrome gastrointestinal Diarrhetic Shellfish Poi-
soning tras o consumo de moluscos bivalvos contaminados. Este traballo aval´ıa a expresio´n
diferencial dos xenes citocromo oxidasa subunidades II e III, caspasa 3 7-3, p53, citocromo
P450 e heat shock protein 70 na branquia do mexillo´n Mytilus galloprovincialis en tempos
curtos de exposicio´n a´ toxina a´cido okadaico coa finalidade de obter biomarcadores de conta-
minacio´n tempera´. Os mexillo´ns tratados foron divididos en dous grupos e alimenta´ronse con
cultivos da microalga productora de a´cido okadaico Prorocentrum lima a concentracio´ns de
200 e 20000 ce´lulas/mL. Os resultados mostran a sobreexpresio´n do xene citocromo P450 a
ambas as concentracio´ns, confirmando o seu potencial como biomarcador de resposta a a´cido
okadaico. O xene caspasa 3 7-3 aparece sobreexpresado unicamente a 200 ce´l/mL, polo que
e´ preciso profundizar no seu estudo.
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Introducio´n
Harmful Algal Blooms
As Harmful Algal Blooms (HABs) son acumulacio´ns de organismos microsco´picos, prin-
cipalmente microalgas, nas augas, que producen efectos adversos nos ecosistemas, a sau´de
pu´blica e a economı´a, xa sexa debido a´ su´a propia biomasa ou a toxinas endo´xenas (Glibert,
2005). Os problemas econo´micos ocasionados polos HABs poden ser debidos a´s perdas en
pesca e marisqueo, as´ı como a´s relacionadas coa sanidade e o turismo.
As toxinas producidas polos HABs poden causar a morte directamente a peixes e mo-
luscos, ou ben producirlles pouco dano pero acumularse, prexudicando os consumidores na
cadea tro´fica, inclu´ındo os humanos (Figura 1). Existe un amplo rango de toxinas produci-
das polos HABs, entre as que podemos destacar as brevetoxinas, causantes do Neurotoxic
Shellfish Poisoning (NSP); as saxitoxinas, causantes do Paralytic Shellfish Poisoning (PSP);
a´cido domoico, causante do Amnesic Shellfish Poisoning (ASP); azaspira´cido, causante do
Azaspiracid Shellfish Poisoning (AZP); e o a´cido okadaico e derivados, obxecto de estudo
deste traballo, causantes do Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) (Glibert, 2005).
A natureza das HABs esta´ determinada en u´ltima instancia pola oceanograf´ıa das costas.
Estas poden ter orixe fo´ra da costa, de xeito natural, ou ben poden desencadearse por factores
antropoxe´nicos. Os HABs produ´cense en todo o mundo de xeito perio´dico, resultando ma´is
frecuentes no vera´n. Ademais, nos u´ltimos anos observouse un aumento na su´a frecuencia a
nivel mundial (Backer e McGillicuddy, 2006).
De entre todas as toxinas mencionadas, as DSP son as que ma´is relevancia ten˜en nas cos-
tas de Galicia debido a´ su´a alta frecuencia de aparicio´n. O a´cido okadaico e os seus ana´logos
(dinophysis toxins : DTX-1, 2 e 3) producen a s´ındrome gastrointestinal en humanos con˜ecida
como Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) tras o consumo de organismos marin˜os contami-
nados durante as HABs, como poden ser os mexillo´ns de batea. As toxinas DSP producen
a inflamacio´n do tracto intestinal, sendo a diarrea o s´ıntoma principal, que pode aparecer
dende 30 minutos a unhas horas despois do consumo. Outros s´ıntomas son as na´useas, a dor
abdominal e os vo´mitos (European Comission Panel, 2008). A recuperacio´n ocorre aos 3 d´ıas
aproximadamente. As´ı mesmo, sa´bese que producen danos na mucosa intestinal, e que po-
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Figura 1: Esquema representativo da transmisio´n da toxina a´cido okadaico a trave´s da
cadea tro´fica. As frechas vermellas indican a transmisio´n aos consumidores humanos
causando o DSP. Modificado de Prego-Faraldo et al., 2013.
der´ıan estar implicadas na formacio´n de tumores (European Comission Panel, 2008) (Fujiki
e Suganuma, 1999) (Garthwaite, 2000) (Huang et al., 2010). As toxinas DSP ato´panse distri-
bu´ıdas por todo o mundo, sendo especialmente abundantes en Europa, Xapo´n e Surame´rica
(Backer e McGillicuddy, 2006).
A´cido Okadaico (AO)
O AO (C44H66O13) e´ unha toxina lipof´ılica e termoestable (European Comission Panel,
2008) (Figura 2) . Describiuse por vez primeira en 1981 nas esponxas do xe´nero Halichon-
dria, pero actualmente sa´bese que a producen principalmente dinoflaxelados dos xe´neros
Prorocentrum e Dynophysis.
A toxicidade do AO de´bese a´ su´a funcio´n como potente inhibidor espec´ıfico das ser´ın/treon´ın
fosfatasas 1 (PP1) e 2A (PP2A), o cal produce un incremento na fosforilacio´n de numerosas
prote´ınas (Bialojan e Takai, 1988) e a inflamacio´n do intestino, ocasionando perda de flu´ıdos
por parte das ce´lulas intestinais e a consecuente diarrea (Valdiglesias et al., 2014).
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Figura 2: Estrutura qu´ımica do a´cido okadaico (Gerssen et al., 2010).
Pore´n, Munday (2013) insiste na necesidade de reformular a idea asumida de que a inhi-
bicio´n das fosfatasas e´ a u´nica causa da toxicidade.
Debido ao seu cara´cter lipof´ılico, o a´cido okadaico acumu´lase nos tecidos graxos dos
bivalvos, especialmente na gla´ndula dixestiva. Aı´nda que o AO e´ to´xico incluso a baixas
concentracio´ns para cultivos celulares de mamı´feros, os mexillo´ns, ao atoparse expostos fre-
cuentemente a este composto (Prego-Faraldo et al., 2013), poden ser capaces de soportalo,
modifica´ndoo mediante diversas transformacio´ns (Valdiglesias et al., 2014). Cabe pensar que
dispon˜en de mecanismos para previr o dano.
A detoxificacio´n tras a inxestio´n de fitoplancto to´xico produ´cese de xeito natural nos
bivalvos, pero a taxa a que isto ocorre pode variar moito entre especies, estacio´n (unha baixa
temperatura na auga ralentiza o proceso), sitio de acumulacio´n ou tipo de alimentacio´n.
Certos estudos suxiren que este u´ltimo e´ un dos principais factores (Blanco et al., 1999).
Monitorizacio´n do a´cido okadaico
A estabilidade das toxinas DSP implica que nin cocin˜ar os mexillo´ns nin a depuracio´n son
procesos efectivos ou viables para reducir a toxicidade (Valdiglesias et al., 2014). Os mexillo´ns
de batea filtran un maior volume de microalgas to´xicas en comparacio´n cos bivalvos infaunais,
xa que nestes u´ltimos o sedimento actu´a como un filtro reducindo a exposicio´n. Polo tanto,
ante a presenza de HABs deben pecharse as bateas ata que se restablezan niveis seguros
para evitar a entrada das toxinas na cadea alimentaria humana. Para minimizar as perdas
econo´micas e´ preciso optimizar os sistemas de deteccio´n.
Os me´todos de deteccio´n baseados en para´mentros biolo´xicos son os ma´is utilizados actual-
mente (Prego-Faraldo et al., 2013). A Comisio´n de Regulacio´n (EC) No. 2074/2005 especifica
o uso do bioensaio do rato (Mouse Bioassay ou MBA) ou da rata (Rat Bioassay ou RBA)
para as toxinas marin˜as lipof´ılicas. No MBA, un extracto do mexillo´n de 25 g de carne e´ in-
xectado aos ratos intraperitonealmente, resultando positivo se 2 de cada 3 ratos morren nun
per´ıodo de 24 horas. O cap´ıtulo V (2) (c) e (e) da Seccio´n VII do Anexo II a´ regulacio´n (EC)
No 853/2004 establece un ma´ximo de 160 microgramos de equivalentes de AO por quilogramo
do corpo total ou calquera parte comestible do molusco bivalvo (European Comission Panel,
2008).
Pore´n, os bioensaios empregados na Unio´n Europea suscitan problemas e´ticos en canto
ao sufrimento por parte do animal durante o procedemento, as´ı como problemas te´cnicos
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(entre moitos outros: alta variabilidade nos resultados, potencial para falsos positivos e falsos
negativos, requirimento de instalacio´ns para os animais, etc.) e du´bidas entre a comunidade
cient´ıfica por non reflictir os me´todos ma´is avanzados que existen e que non precisan experi-
mentacio´n animal. Aı´nda que a Comisio´n de Regulacio´n (EC) No 2074/2005 recolle o uso de
me´todos de deteccio´n alternativos, non especifica os criterios que deben satisfacerse, polo que
e´ preciso profundar no estudo destes me´todos ma´is precisos para facilitar a su´a validacio´n
e aproximarnos ao cumplimento da directiva 86/609/EEC, reducindo ao mı´nimo o nu´mero
de animais empregados na experimentacio´n ou investigacio´n. Aı´nda que esta´n dispon˜ibles
me´todos cuantitativos qu´ımicos e bioqu´ımicos como o LC-MS con potencial nas ana´lises
de multi-toxinas, o Joint FAO/IOC/WHO ad hoc Expert Consulation sinala que, debido
a´ complexidade e diversidade dalgu´ns grupos de toxinas, e´ ma´is conveniente encamin˜ar as
investigacio´ns aos biomarcadores e os ensaios funcionais (European Comission Panel, 2008).
Un biomarcador e´ un para´metro que reflicte a interaccio´n entre un sistema biolo´xico
e un risco potencial f´ısico, qu´ımico ou biolo´xico. Entre os diferentes tipos que existen, os
biomarcadores de efecto constitu´en un cambio bioqu´ımico, fisiolo´xico ou comportamental nun
organismo que esta´ asociado cunha posible mingua da sau´de (WHO e IPCS, 1993). Posto
que os efectos biolo´xicos dos xenobio´ticos aparecen primeiro a nivel molecular ou bioqu´ımico,
a utilizacio´n de biomarcadores moleculares conside´rase un me´todo de deteccio´n tempera´ dos
efectos a longo prazo a nivel de individuo, poboacio´n, comunidade ou ecosistema (Cajaraville
et al., 2000).
A utilizacio´n de biomarcadores moleculares a nivel transcripto´mico para a deteccio´n do
AO permitir´ıa acelerar o proceso actual de regulacio´n do peche das bateas de mexillo´n,
incrementando a´ su´a vez a especificidade do ensaio con respecto ao MBA, o cal implica
unha maior seguridade alimentaria e, consecuentemente, unha maior confianza por parte do
consumidor.
Transcripto´mica en moluscos bivalvos
O estudo das “omics”(xeno´mica, epixeno´mica, transcripto´mica, proteo´mica e metabolo´mi-
ca) e´ un campo en expansio´n en todos os a´mbitos da biolox´ıa. Pore´n, este aspecto dos molus-
cos, sendo o grupo de animais marin˜os ma´is diverso, clave nos ecosistemas e un importante
recurso alimenticio, permanece a´ında pobremente explorado (Sua´rez-Ulloa et al., 2013).
Ata a data, o u´nico xenoma de bivalvo secuenciado por completo rematouse en 2012
e corresponde a´ ostra Crassostrea gigas (Zhang et al., 2012). Esta escaseza de estudos e´,
posiblemente, consecuencia da complexidade do xenoma dos bivalvos, debido a´s su´as unida-
des repetitivas non codificantes e ao seu taman˜o. O xenoma de C. gigas revelou unha grande
expansio´n de xenes da HSP70 e inhibidores da apoptose, suxerindo unha relacio´n coa adapta-
cio´n ao ambiente inestable da zona intermareal. Outros estudos transcripto´micos en bivalvos
tame´n permitiron identificar xenes implicados nas respostas e na adaptacio´n a´s condicio´ns
externas (Sua´rez-Ulloa et al., 2013).
MytiBase e´ a primera base de datos normalizada do transcriptoma do mexillo´n M. gallo-
provincialis, recompilando miles de EST (Expressed Sequence Tags) anotadas funcionalmente
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(Venier et al., 2009). A utilizacio´n de xenotecas normalizadas permite o estudo da expresio´n
diferencial de xenes pouco abundantes, avantaxando neste aspecto as xenotecas de hibrida-
cio´n substractiva (Suppression Substractive Hybridization ou SSH) (Zhulidov et al., 2004).
As xenotecas resultan interesantes para unha seleccio´n preliminar de xenes expresados
diferencialmente en certas condicio´ns, pero e´ preciso validar os resultados mediante a PCR
cuantitativa en tempo real (qPCR), a cal se considera unha te´cnica moi espec´ıfica para
a cuantificacio´n de diferencias na expresio´n xe´nica entre mostras (Taylor et al., 2010). A
normalizacio´n e´ un dos aspectos ma´is importantes e, pore´n, complicados da qPCR. A va-
riabilidade inherente do ARN, dos me´todos de extraccio´n e das eficiencias de amplificacio´n
fan necesaria a aplicacio´n de te´cnicas que controlen este erro. Isto pode conseguirse a varios
niveis dentro do proceso experimental (Huggett et al., 2005): a nivel da extraccio´n de ARN,
procurando que as mostras ten˜an un taman˜o similar; na s´ıntese de ADNc, utilizando al´ıcuo-
tas con concentracio´ns moi similares; e na qPCR, medindo unha referencia interna mediante
os xenes de referencia.
En Galicia, os mexillo´ns ten˜en especial relevancia econo´mica na alimentacio´n as´ı como
polo seu papel de organismos centinela para a deteccio´n da contaminacio´n ambiental. A
lenta eliminacio´n dos xenobio´ticos debida a´s baixas taxas de biotransformacio´n posiciona o
xe´nero Mytilus como organismo extensamente utilizado a nivel mundial para a medida da
contaminacio´n (Livingstone, 1994). A pesar de existir numerosos estudos dos efectos do AO
en mamı´feros, nos organismos marin˜os, diana principal deste composto, descon˜e´cese a´ında
gran parte dos seus efectos. E´ precisa, por tanto, a realizacio´n de estudos transcripto´micos
a nivel da primeira lin˜a de entrada do AO, o cal abrira´ as portas ao desenvolvemento de
biomarcadores de deteccio´n tempera´, incrementando e eficiencia da xestio´n das bateas de
mexillo´n.
A natureza sedentaria dos mexillo´ns, que os condiciona a unha maior exposicio´n aos
to´xicos, pon de relevancia os procesos de adaptacio´n, reparacio´n e apoptose. Nestes procesos
ten˜en papeis clave as caspasas, as prote´ınas de choque te´rmico, e o citocromo P450.
As caspasas son prote´ınas mediadoras no proceso apopto´tico, que transducen o sinal de
morte escindindo numerosas prote´ınas.
As Heat Shock Proteins son chaperonas que permiten o correcto pregamento e ensamblaxe
das prote´ınas e que se atopan moi conservadas na evolucio´n. Realizan funcio´ns de mantemento
celular e actu´an como inhibidoras da apoptose.
O citocromo P450 ten un importante papel en procesos de detoxificacio´n. E´ o compon˜ente
terminal do sistema MFO (mixed-function oxygenase) que forma parte da fase I da biotrans-
formacio´n, e cataliza a oxidacio´n de diversas substancias inserindo un a´tomo do os´ıxeno
molecular no substrato (Gibson e Skett, 2001).
O xene p53 e´ un xene supresor de tumores fundamental no control do ciclo celular (Mut-
tray et al., 2005). Codifica para un regulador da transcricio´n, promovendo a expresio´n de
xenes que controlan a reparacio´n e edicio´n do ADN, a apoptose e a carcinoxe´nese. Nor-
malmente ato´pase inactivo ou degra´dase rapidamente, pero act´ıvase tras o dano no ADN,
evitando a formacio´n de tumores malignos.
Outros xenes de interese son os da citocromo c oxidasa (COX), que e´ a encima encargada
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da reducio´n do os´ıxeno molecular (O2) a H2O na cadea respiratoria mitocondrial. A encima
esta´ composta por subunidades polipept´ıdicas codificadas por xenes tanto nucleares como
mitocondriais.
Este traballo englo´base dentro dos proxectos de investigacio´n levados a cabo polo grupo
XENOMAR da Universidade da Corun˜a. O proxecto de que deriva ten por obxecto a avalia-
cio´n dos efectos inducidos polo AO a concentracio´ns baixas e tempos de exposicio´n curtos,
as´ı como a identificacio´n das principais rutas moleculares e celulares afectadas por esta to-
xina. Os resultados derivados deste proxecto poder´ıan conducir a´ identificacio´n de posibles
biomarcadores tempera´s de presenza de AO.
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Obxectivos
O presente traballo ten como principal obxectivo o estudo da expresio´n xe´nica dos xe-
nes citocromo oxidasa subunidade II, citocromo oxidasa subunidade III, caspasa 3 7-3, p53,
citocromo P450 e heat shock protein 70 en branquia do mexillo´n Mytilus galloprovincialis
tras a su´a exposicio´n a un cultivo de Prorocentrum lima durante un d´ıa, coa finalidade de
buscar posibles biomarcadores de deteccio´n tempera´ de presenza de AO no medio marin˜o.
Este obxectivo xeral pode subdividirse en:
Estudo da expresio´n dos xenes en branquia de mexillo´ns tratados cunha concentracio´n
baixa (200 ce´lulas/mL) de ce´lulas de Prorocentrum lima.
Estudo da expresio´n dos xenes en branquia de mexillo´ns tratados cunha concentracio´n
alta (20000 ce´lulas/mL) de ce´lulas de Prorocentrum lima.
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Material e me´todos
Organismos de estudo
Os organismos de estudo foron mexillo´ns Mytilus galloprovincialis adultos de ambos os
sexos recolectados dunha zona de rocha da praia de Valcovo. Tras 72 horas de aclimatacio´n
nunha ca´mara de fotoper´ıodo, os mexillo´ns foron divididos en 3 grupos: a) Control: alimenta-
dos coas microalgas Isochrysis galbana e Tetraselmis suecica durante 1 d´ıa, b) Tratados coa
microalga to´xica Prorocentrum lima a unha concentracio´n de 200 ce´lulas/mL durante 1 d´ıa,
e c) Tratados con Prorocentrum lima a unha concentracio´n de 20000 ce´lulas/mL durante 1
d´ıa. Os grupos b) e c) foron tame´n alimentados coas mesmas microalgas que os controis. As
concentracio´ns de ce´lulas produtoras de AO escolle´ronse co fin de determinar se a expresio´n
diferencial dos xenes e´ dependente da dose, xa que se sabe que o tempo de exposicio´n e´ un
factor importante nalgu´ns casos (Valdiglesias et al., 2012).
Seleccionouse o tecido de branquia polo seu papel na filtracio´n da materia suspendida e
como barreira de defensa.
Seleccio´n de xenes
A seleccio´n baseouse en dous criterios. Os xenes da citocromo oxidasa subunidades II
(COXII) e III (COXIII) escolle´ronse a partir de xenotecas normalizadas de branquia do
mexillo´n Mytilus galloprovincialis, en que mostraron expresio´n diferencial en funcio´n do tra-
tamento con AO (para COXII atopa´ronse 370 lecturas na xenoteca control e 90 na tratada,
e para COXIII atopa´ronse 91 lecturas na xenoteca control e 75 na tratada). O resto de xenes
selecciona´ronse debido ao seu interese por formar parte de rutas relacionadas coa apoptose
(caspasa 3 7-3, heat shock protein 70 ), a detoxificacio´n (citocromo P450 ) ou o cancro (p53 ).
Todos os xenes foron anotados previamente no laboratorio utilizando o programa Blast2GO
a trave´s do CESGA (Centro de Supercomputacio´n de Galicia).
Utiliza´ronse dous xenes referencia (housekeeping) para corrixir as diferenzas entre a can-
tidade de ADNc usado como molde mediante a normalizacio´n. Escolle´ronse os xenes rps4
9
(ribosomal protein S4 ) e gadph (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), recomendados
por Mart´ınez-Escauriaza Arias (2013), cuxa expresio´n estable foi comprobada previamente
no laboratorio mediante os algoritmos geNorm e Normfinder.
Extraccio´n de ARN e preparacio´n de al´ıcuotas
O ARN foi extra´ıdo da branquia dun total de 3 pools de individuos, correspondentes
aos 3 grupos indicados na seccio´n anterior. A partir de cada un dos grupos realiza´ronse 5
extraccio´ns distintas (re´plicas biolo´xicas).
Utilizouse o reactivo Trizol (Trizol Reagent, Life Technologies), seguindo as recomenda-
cio´ns do producto, para illar o ARN total. Engadiuse 1 mL de Trizol por cada 100 mg de
tecido, triturouse co homoxenizador Micra D1 (Art Moderne Labortenchnich) en xeo. Cen-
trifugouse 1 mL de cada mostra durante 10 minutos a 12000 g, ao sobrenadante engadiuse
0,2 mL de cloroformo e, tras un vo´rtex, centrifugouse durante 15 minutos a 12000 g. Re-
tirouse posteriormente a fase acuosa, onde se atopa o ARN, a que se engadiu 500 µL de
isopropanol fr´ıo. Tras 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugouse 10 minutos a 12000
g, descartouse o sobrenadante e engadiuse 1 mL de etanol 75 % ao pellet. Tras un vo´rtex,
centrifugouse 5 minutos a 7500 g, descartouse o sobrenadante e resuspendeuse o pellet con
75 µL de auga milli-Q. As mostras incuba´ronse a 50oC ata que se disolveu o pellet. O RNA
extra´ıdo foi disolto en auga milliQ autoclavada.
Comprobouse a calidade do ARN extra´ıdo co Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific). As mostras que non pasaron os criterios establecidos purifica´ronse ma´is engadindo
1/10 en volume de acetato so´dico 3M pH 5 e 2,5 de volume de etanol 100 % fr´ıo e deixa´ronse
precipitar a -20oC. Ao d´ıa seguinte centrifuga´ronse a 1200 g durante 5 minutos e realiza´ronse
2 lavados con etanol como se describiron anteriormente. Todos os pasos da extraccio´n do
ARN realiza´ronse en fr´ıo a 4oC e o material de traballo foi tratado con RNase free (RNase
Free 1 Liter Surface Decontaminant).
Posteriormente, prepara´ronse al´ıcuotas de 100 ng/µL (como xa se mencionou, procurouse
a ma´xima similitude entre mostras para a normalizacio´n) que foron utilizadas nos seguintes
pasos.
Desen˜o e comprobacio´n de primers
Os primers para levar a cabo a qPCR foron desen˜ados a partir das secuencias EST
(Expressed Sequence Tags) usando a ferramenta Universal Probe Library (Roche), seguindo
os para´metros por defecto. Os primers desen˜ados para cada xene e o taman˜o do amplico´n
resultante aparecen indicados na Ta´boa 1.
O correcto funcionamento dos primers foi comprobado para asegurar a eficacia da qPCR.
Inicialmente sintetizouse ADNc a partir de 2 al´ıcuotas control e 2 tratadas (200 ce´l/mL) co kit
comercial RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), seguindo as instruccio´ns
do fabricante.
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Xene Primer forward Primer reverse Amplico´n
gadph* aggaatggccttcagggtac tcagatgctgctttaatggctg 114 nt
rps4* tgggttatcgagggcgtag tcccttagtttgtgaggacctg 138 nt
COXII tcgatattttggtgatattgtcca tcatcacaaatccatgataccg 71 nt
COXIII aaggtcaggcttagaagagtgatt gccccctgccaagtttac 60 nt
caspasa 3 7-3 tctgttgaacctattttaccagtctc tgctgttcggaactcctctt 95 nt
p53 tgctccttagcaaccaggac ggctgctcgacaacaacat 60 nt
CYP450 ttagtggatatacaagacggttcaa gttgtatcagtattcatcatctggaaa 61 nt
HSP70 actgggttcatggccactt gccttcacagacaccgaaag 65 nt
Ta´boa 1: Secuencias dos primers correspondentes a cada xene e taman˜o do amplico´n
resultante expresado en nucleo´tidos. *: xenes utilizados como housekeeping. COXII : cito-
cromo c oxidasa subunidade II ; COXIII : citocromo c oxidasa subunidade III
As secuencias espec´ıficas para cada xene amplifica´ronse cos primers correspondentes co
kit comercial Supreme NZYTaq DNA polymerase (NZYTech). A amplificacio´n realizouse cun
paso inicial de 2 minutos a 94o, seguido de 35 ciclos de 20 segundos de desnaturalizacio´n a
94oC, 30 segundos de anelamento a 55oC e 30 segundos de extensio´n dos primers a 72oC, e
cun paso final de 7 minutos a 72oC.
Finalmente, mediante electroforese comprobouse que o taman˜o dos amplico´ns resultantes
se corresponde co esperado e que non existe contaminacio´n, dimerizacio´n ou amplificacio´n
aleatoria; e´ dicir, que se cumpre a especificidade do primer (Figura 3).
Figura 3: Xel de agarosa ao 2,5 % onde aparecen os produtos de amplificacio´n dos
primers. Utilizouse o marker XIII (M) que separa de 50 en 50 pb. Os xenes de referencia
non foron inclu´ıdos posto que o seu funcionamento xa se comprobou con anterioridade. Os
pocillos 1, 2, 6, 7, 11 e 12 carga´ronse as mostras control e nas 3, 4, 8, 9, 13 e 14 carga´ronse as
mostras tratadas. Os pocillos 5, 10 e 15 correspo´ndense cos brancos (ningu´n ADNc).
A eficacia dos primers dos xenes de referencia rps4 e gadph utilizados para a normalizacio´n
foi comprobada con anterioridade no laboratorio.
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S´ıntese de ADNc
A partir das al´ıcuotas preparadas de ARN, sintetizouse ADNc co kit comercial Trans-
criptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Segu´ıronse as instrucio´ns indicadas polo
fabricante, utilizando 10 µL das al´ıcuotas de ARN para empregar 1 µg como se especifica.
Este ADNc utilizouse no seguinte paso de estudo cuantitativo da expresio´n diferencial
mediante qPCR.
PCR cuantitativa en tempo real
A PCR cuantitativa en tempo real ou qPCR realizouse co kit comercial FastStart Essential
DNA Green Master (Roche), no instrumento Light Cycler 96 (Roche). O programa empregado
esquemat´ızase na Figura 4.
Cada pocillo duplicouse obtendo unha re´plica te´cnica de cada mostra, e inclu´ıronse con-
trois negativos (sen ADNc) para cada xene a analizar.
Figura 4: Pasos utilizados para realizar a qPCR. O programa determina a funcio´n den-
tro do proceso, acompan˜ado do nu´mero de ciclos e os para´metros de temperatura e tempo
correspondentes.
Os resultados foron recollidos e procesados co LightCycler Software 1.5.0 (Roche).
Ana´lise estat´ıstica
Os datos foron analizados co programa REST 2009 V2.0.13. Asumiuse unha eficiencia da
qPCR dun 100 %. As re´plicas te´cnicas foron avaliadas mediante a funcio´n badCt do paquete
EasyqpcR de R (Pape, 2012). A ma´xima diferencia de Cq entre re´plicas te´cnicas estableceuse
como 0,5 e non se tiveron en conta as re´plicas cun Cq maior de 35.
A hipo´tese alternativa (H1) utilizada por REST 2009 considera que as diferenzas que
poidan existir entre o grupo tratado e o control se deben unicamente ao azar. Para que
esta hipo´tese sexa certa, as diferencias resultantes tras intercambiar mostras aleatoriamente
entre os dous grupos non sera´n maiores que nos grupos iniciais. Para comprobar isto, REST
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realiza te´cnicas de aleatorizacio´n (10000 intercambios aleatorios) e contabiliza as veces que a
expresio´n relativa dos datos aleatorios e´ maior que a dos orixinais (Pfaﬄ, 2009). As diferenzas
conside´ranse significativas cando o p valor: P(H1)<0,05.
13

4
Resultados
Tras o segundo paso de purificacio´n, todas as mostras de ARN empregadas deron un ratio
de OD260/280 entre 1.8–2.0, o cal e´ indicador da su´a boa calidade (Taylor et al., 2010).
A Ta´boa 2 mostra os resultados da ana´lise estat´ıstica con REST. A unha concentracio´n
de 200 ce´lulas/mL, os xenes da caspasa 3 e do CYP450 mostran unha expresio´n diferencial
significativa (sobreexpresio´n) con respecto aos controis (p-valores de 0,006 e 0,010, respecti-
vamente). Cando a concentracio´n aumenta a 20000 ce´lulas/mL tan so´ o CYP450 mante´n a
expresio´n diferencial cun p-valor de 0,032.
p-valor
Xene
200 ce´l/mL 20000 ce´l/mL
COX II 0,158 0,806
COX III 0,073 0,468
Caspasa 3 0,006 0,356
p53 0,137 0,280
CYP450 0,012 0,028
HSP70 0,091 0,785
Ta´boa 2: P-valores obtidos para cada xene a concentracio´ns de 200 e 20000 ce´lulas/mL.
As diferenzas considera´ronse significativas cun p-valor < 0,05 (valor en negra).
Na Figura 5 aparece representada a expresio´n relativa dos xenes obxecto de estudo para
cada tratamento (200 e 20000 ce´l/mL), calculada como o logaritmo en base 10 da relacio´n
entre a expresio´n das mostras tratadas e as controis.
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Figura 5: Expresio´n relativa das mostras tratadas (concentracio´ns de 200 e 20000
ce´l/mL) con respecto aos controis (concentracio´n de 0 ce´l/mL) para cada xene ana-
lizado. *: expresio´n diferencial significativa (p-valor < 0,05).
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5
Discusio´n
Os resultados obtidos neste traballo contribu´en ao avance no con˜ecemento do transcrip-
toma dun organismo de especial relevancia para Galicia como e´ o mexillo´n Mytilus gallopro-
vincialis. Ante a escaseza de estudos transcripto´micos tanto no mexillo´n como nos moluscos
bivalvos en xeral, os nosos resultados tan so´ permiten realizar unha discusio´n preliminar,
pon˜endo de relevancia o interese deste traballo. Os experimentos levados a cabo mostran por
primeira vez a expresio´n diferencial do xene da caspasa 3 ante a exposicio´n a AO, e confirman
as observacio´ns previas obtidas con respecto ao CYP450.
Os nosos experimentos non mostraron variacio´ns significativas na expresio´n da COXII e
COXIII ante a exposicio´n a AO, a diferenza do que se atopara previamente nas xenotecas
normalizadas. Isto mostra a importancia da validacio´n da expresio´n diferencial dos xenes
mediante a qPCR.
Segundo demostraron Lee, Bender e Kadenbach (2002) en f´ıgado bovino, a actividade
de COX esta´ relacionada coa formacio´n de ROS (Reactive Oxygen Species). As´ı mesmo,
Tu´nez et al. (2003) conclu´ıron que o AO produce estre´s oxidativo no cerebro de ratas, o cal
Valdiglesias et al. (2012) relacionaron coa represio´n na expresio´n de COXII en humanos tras
24 h de exposicio´n a AO. Neste estudo establecemos o paralelismo cos efectos do AO na
expresio´n de COXII de mexillo´n tras 24 h de exposicio´n, sen atopar expresio´n diferencial.
Nos mexillo´ns, expostos de forma natural ao AO, este parece non producir o estre´s oxidativo
observado en ratas.
Por outra banda, COX III atopouse sobreexpresada en branquia de M. galloprovincialis e
M. trossulus como resposta a un choque hipoosmo´tico durante 4 horas (Lockwood e Somero,
2011).
A reducio´n nos niveis de expresio´n dalgunha das subunidades da COX dificultar´ıa a
bios´ıntese e ensamblaxe da holoencima, o cal implicar´ıa a inhibicio´n da su´a actividade, un
mal funcionamento da mitocondria, e finalmente, o esgotamento das fontes de enerx´ıa (Pa-
padopoulou et al., 1999).
A prote´ına p53 pertence a unha familia homo´nima ben caracterizada e que xa se sinalou
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como posible biomarcador de estre´s xenoto´xico en mexillo´ns, atopa´ndose actualmente baixo
investigacio´n (Muttray et al., 2005) (Banni et al., 2009).
Aı´nda que os nosos resultados non detectan represio´n de p53 nas mostras tratadas con
respecto aos controis, Zhang et al. (1994) demostraron en ce´lulas humanas que o tratamento
con AO, a trave´s da inactivacio´n das ser´ın/treon´ın fosfatasas, produce a hiperfosforilacio´n
de p53, diminu´ındo a su´a actividade promotora da transcripcio´n de xenes. Posto que p53
controla xenes relacionados co ciclo celular, isto suxire un posible mecanismo de formacio´n
de tumores mantendo os niveis de expresio´n do xene p53 constantes.
A prote´ına HSP70 actu´a como inhibidora da apoptose participando na ruta dependente
das caspasas, downstream da liberacio´n do citocromo c dende a mitocondria ao citosol, e
upstream da activacio´n da caspasa 3 por escisio´n, como demostraron Li et al. (2000) in vitro.
HSP70 impide a escisio´n da caspasa 3, mediante o seu dominio peptide-binding, as´ı como a
fragmentacio´n do ADN. Pore´n, Ja¨a¨ttela¨ et al. (1998), estudaron a inhibicio´n da apoptose por
parte da HSP70 sen efectos na activacio´n da caspasa 3, actuando downstream dela. Chang,
Huang e Liu (1993) suxiren que a inhibicio´n das fosfatasas producida polo AO permite a
fosforilacio´n de compon˜entes do complexo transcripcional dos xenes heat shock (pero non os
basais), potenciando a actividade do promotor de HSP70.
Baixo condicio´ns de estre´s, aumenta a dependencia celular nas chaperonas. As prote´ınas
mutadas (como a p53) requiren ma´is atencio´n das chaperonas HSP70 que as prote´ınas nor-
mais, permitindo o mantemento da funcio´n como consecuencia da interaccio´n, ou alternativa-
mente, producindo a marcaxe desas prote´ınas para a degradacio´n e evitando a acumulacio´n
de prote´ınas delete´reas (Mayer e Bukau, 2005).
A HSP70 12 atopouse reprimida en branquia de M. galloprovincialis e M. trossulus como
resposta a un choque hipoosmo´tico durante 4 horas (Lockwood e Somero, 2011).
As prote´ınas de estre´s-70 xa foron propostas como biomarcadores de contaminacio´n (Por-
te et al., 2001). O aumento dos niveis de HSP70 incrementa a resistencia contra axentes
inductores da apoptose, mentres que a represio´n da HSP70 aumenta a sensibilidade cara a
estes axentes (Mayer e Bukau, 2005).
Os resultados deste traballo contrastan cos obtidos previamente no laboratorio, que mos-
traban a sobreexpresio´n do xene HSP70 ante a exposicio´n a AO a 200 ce´l/mL durante 1 d´ıa.
Por tanto, ser´ıa preciso repetir o experimento para poder discutir os resultados.
O sistema monoosixenasa do CYP450 participa no metabolismo dos xenobio´ticos, polo
que e´ amplamente utilizado como biomarcador espec´ıfico para contaminantes orga´nicos como
os PAHs (Bebianno et al., 2007), especialmente en peixes (Cajaraville et al., 2000).
Os nosos resultados mostrando a sobreexpresio´n do xene CYP450 en branquia de mexillo´n
tanto a 200 como a 20000 ce´lulas/mL coinciden cos obtidos en hepatopa´ncreas por Flo´rez
Barro´s (2012), pero non cos obtidos en branquia. Por tanto, a pesares de considerar a branquia
como un tecido menos activo en procesos de detoxificacio´n, non se pode ignorar o seu papel
como primeira barreira fronte a´ exposicio´n a AO.
Por tanto, como foi descrito en ce´lulas humanas (Guo, An e Rein, 2010), parece existir
unha implicacio´n do CYP450 no metabolismo do AO, a´ında que e´ posible que os metabo-
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litos resultantes non produzan unha reducio´n significativa da su´a toxicidade debido a que
o seu papel inhibidor das fosfatasas so´ diminu´e lixeiramente. A constancia observada na
sobreexpresio´n de CYP450 nos nosos experimentos posicionan este xene como un posible
biomarcador tame´n para a deteccio´n do AO.
O aumento dos niveis de CYP450 tras a exposicio´n a AO deixa lugar a unha posible
sobreexpresio´n de GST (Glutatio´n S Transferasa) que se conxugue cos seus metabolitos, pois
e´ unha encima de fase II. Ser´ıa interesante proseguir coa avaliacio´n da expresio´n diferencial
de GST.
Curiosamente, os resultados derivados da exposicio´n a AO contrastan coa resposta ao
estre´s salino, o cal parece reprimir a expresio´n de CYP450 en branquia de M. galloprovin-
cialis e M. trossulus tras un tratamento de choque hipoosmo´tico de 4 horas (Lockwood e
Somero, 2011).
O mecanismo regulador do proceso apopto´tico parece ser a represio´n ou sobreexpresio´n
de xenes das caspasas (Romero et al., 2011).
Ante a presenza dun xenoto´xico, produ´cese a liberacio´n do citocromo c ao citosol o cal,
xunto con dATP, activa a expresio´n dos xenes caspasa 9 e caspasa 3, iniciando a cascada de
proteasas apopto´ticas (Li et al., 1997). A caspasa 3 activa mediante escisio´n a prote´ına hete-
rodime´rica DFF (DNA Fragmentation Factor), a cal leva a´ fragmentacio´n do ADN (Ja¨nicke
et al., 1998) caracter´ıstica da apoptose.
Os nosos resultados en branquia tras 1 d´ıa de tratamento con AO concordan cos realizados
por Romero et al. (2011) en hemocitos da mesma especie tras 24 horas de exposicio´n a luz
UV, en que a caspasa 3 7-3 apareceu sempre sobreexpresada. E´ sabido que a luz UV activa
as rutas das kinasas do estre´s (JNK, MAPK), induce dano mitocondrial e no ADN, e leva
por tanto a´ apoptose mediada por caspasas.
Estes resultados indican a relacio´n entre o AO e a apoptose. E´ preciso explicar, pore´n,
por que a sobreexpresio´n non ocorre a altas concentracio´ns (20000 ce´l/mL). E´ posible que
ante estas concentracio´ns de AO, as ce´lulas sexan incapaces de activar as rutas apopto´ticas
e se produza a necrose.
Deste xeito, tanto a sobreexpresio´n como o mantemento na expresio´n dos xenes estudados
achega con˜ecementos a´ comprensio´n da fisiolox´ıa e aos mecanismos adaptativos de M. gallo-
provincialis. O CYP450 parece confirmarse como posible biomarcador de deteccio´n tempera´,
e establecemos un punto de partida para futuros estudos sobre a utilizacio´n da caspasa 3 7-3
para este mesmo fin. Pore´n, e´ preciso ter en conta que o tratamento se levou a cabo en condi-
cio´ns de laboratorio, e por tanto ser´ıa conveniente a confirmacio´n destes resultados mediante
a utilizacio´n de mexillo´ns de batea durante o desenvolvemento dunha HAB. En experimentos
futuros, ser´ıa tame´n importante o estudo da expresio´n destes xenes en individuos xuven´ıs,
os cales poden presentar unha maior sensibilidade, as´ı como a separacio´n dos individuos por
sexos. A expresio´n diferencial entre tecidos e´ outro aspecto relevante a´ hora de realizar a
ana´lise dos biomarcadores. Por exemplo, Romero et al. (2011) atoparon que os niveis de ex-
presio´n da caspasa 3 7-3 en branquia son intermedios entre os musculares (mı´nimos) e os
glandulares (ma´ximos).
19

6
Conclusio´ns
As conclusio´ns do presente traballo son as seguintes:
Os xenes da citocromo oxidasa subunidade II, citocromo oxidasa subunidade III, p53 e
heat shock protein 70 non mostraron variacio´ns significativas na expresio´n con respecto
aos controis.
A unha concentracio´n de 200 ce´lulas/mL de P. lima os xenes caspasa 3 7-3 e citocro-
mo P450 mostra´ronse sobreexpresados de xeito significativo con respecto a´s mostras
control.
A unha concentracio´n de 20000 ce´lulas/mL de P. lima tan so´ o xene citocromo P450
se mostrou sobreexpresado de xeito significativo con respecto a´s mostras control.
O xene do citocromo P450 parece confirmarse como un posible biomarcador de de-
teccio´n tempera´ (1 d´ıa) da exposicio´n a AO en branquia de M. galloprovincialis. O
xene da caspasa 3 7-3 non parece axeitado para este fin por non mostrar diferenzas
significativas na su´a expresio´n a concentracio´ns altas de AO.
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